EESTI LABORIMEDITSIINI UHING

ESTONIAN SOCIETY FOR LABORATORY MEDICINE

ANALUUTILISTE MEETODITE VERIFITSEERIMINE MEDITSIINILABORITES

Sisukord

1.  EESMARK

2.  MOISTED

3. TEGEVUSKIRJELDUS

3.1. KLIINILINE KEEMIA JA HEMATOLOOGIA
Kvantitatiivsed uuringud

Kordustapsus

Toesus

Kvalitatiivsed uuringud

Kordustapsus

Toesus

3.2 IMMUUNOHEMATOLOOGIA

3.3 ANTIGEENI JA ANTIKEHA UURINGUD
Kvantitatiivne meetod

Kordustapsus

Toesus

Kvalitatiivne meetod

Kordustapsus

Toesus

3.4 NAKKUSTEKITAJATE UURINGUD NUKLEIINHAPETE AMPLIFITSEERIMISE

TEHNIKAGA (NAT)
Kvantitatiivsed uuringud
Kordustapsus

Toesus

Kvalitatiivsed uuringud
Kordustapsus

Toesus

3.5 VOOLUTSUTOMEETRIA UURINGUD
Kvantitatiivsed uuringud
Kordustapsus

Toesus

3.6 MIKROBIOLOOGILISED UURINGUD
3.6.1 Antibakteriaalse tundlikkuse méfiramine analiisaatoriga
Kordustapsus

Toesus

3.6.2 Mikroobide identifitseerimine analiisaatoriga
Kordustapsus

Toesus

3.6.3  Verekiilvi siisteemid

3.7 GENEETILISED UURINGUD

3.7.1 Molekulaargeneetika

Kordustapsus

Toesus

3.7.2  Tsiitogeneetilised uuringud

3.7.2.1 Submikroskoopilised analiiiisid

Kordustapsus

Toesus

3.7.2.2 FISH meetodil analiiiisid

Kordustapsus

Toesus

1/18
ELMU kvaliteedi to6rithm

28.12.2018

0o OO NN~NNOOoounmOTunpsr PP WNDN



EESTI LABORIMEDITSIINI UHING
ESTONIAN SOCIETY FOR LABORATORY MEDICINE

LISA1. KVALITEEDI MAARATLUSED VERIFITSEERIMISE PLAANI KOOSTAMISEL. 15
LISA 2. ULEMISE VERIFITSEERIMISE PIIRI JA STATISTILISTE ERANDITE

ARVUTAMINE 16
KASUTATUD KIRJANDUS 18
1. EESMARK

Juhendi eesmirk on meetodite verifitseerimistega seotud toimingute sétestamine meditsiinilaborites, et
verifitseerimiste kavandamine, ldbiviimine, tulemuste analiilisimine ning hindamine toimuksid
nouetekohaselt ja sarnastest pdhimotetest ldhtudes.

Kédesolev juhend annab meditsiinilaborile juhiseid CE-IVD margisega toodete verifitseerimise
protseduuriks, selleks et tdita standardis EVS-EN 1SO 1519:2012 verifitseerimise nouet.

2. MOISTED

Analiiiit- on laborianaliiiisiks voetud proovis olev aine (komponent), mille sisaldust méaratakse.
Meditsiinilabor on labor inimkehast pdrinevate materjalide uuringuteks, mille eesmirk on saada
informatsiooni haiguste diagnoosimiseks, ennetamiseks voi raviks. Meditsiinilabor peab taotlema Eestis
Terviseameti laboriteenuse osutamise luba.

Valideerimine on objektiivsete tdendite abil kinnituse andmine, et nduded kindlal ettendhtud otstarbel
kasutamiseks voi rakendamiseks on tdidetud?.

Verifitseerimine (nduetekohasuse tdendamine) on objektiivse toenduse esitamine, et maaratletud nouded
on tiidetud’. See on kinnituse saamine selle kohta, et kdnealust meetodit asjaomastes tingimustes
rakendades on vdimalik piisivalt saavutada soovitud tulemusi. Verifitseerimine viiakse 14bi enne meetodi
tavakasutusse votmist ja verifitseerimise kdigus saadud patsienditulemusi ei véljastata.

Toesus (trueness)- suure hulga modtmistulemuste saadud keskmise véirtuse ja tegeliku vaértuse vahel
lihedus. Mdddetakse siistemaatilist viga (systematic error, SE)”.

Kordustipsus (precision)- soltumatute modtmistulemuste ldhedus {iksteisele antud tingimusel.
Mdddetakse juhuslikku viga (random error, RE)*

Korduvus (repeatability)- kordustipsus korduvuse tingimusel (aeg)®.

Vahelmine kordustipsus (intermediate precision)- kordustdpsus erinevatel tingimustel (aeg,
kalibratsaioon, operaator, an'clh"lsaator)4

Téapsus (accuracy)- modtmistulemuse ldhedus moodetava védrtuse tdesele vaadrtusele. Moodetakse
koguviga (total error, TE)*.

Tdesus, kordustdpsus ja tdpsus on kvalitatiivsed moisted. Toesuse kvantitatiivseks viljendamiseks on
erinevus voi nihe (bias). Kordustipsuse kvantitatiivseks véljendamiseks on hajuvus (imprecision).
Tépsuse kvantitatiivseks véljendamiseks on vaja nii erinevuse kui hajuvuse andmeid, sest tdpsusele
avaldavad moju juhuslikud ja stistemaatilised vead koos.

Reverifitseerimine ehk osaline verifitseerimine on kasutuskohasuse tdendamine vdhendatud ulatuses.
Seda rakendatakse siis, kui vdetakse kasutusele verifitseeritud analiiidi meetodi uus podlvkond
(reaktiivide uus generatsioon) voi uus analiisaator olemasoleva (verifitseeritud) analiisaatori asemel voi
backup-iks voi kui analiisaatori asukohta laboris muudetakse. Analiisaatori remondi voi asukoha
muutumise puhul tuleb teostada vajalikud tehnilised kvalifitseerimisprotseduurid, mis Kkinnitavad
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analiisaatori to6kolblikkust (see on tootja hooldusinseneri padevuses) ning viia 14bi kvaliteedikontroll. ®
Reverifitseerimisele peab eelnema verifitseerimine.

Retrospektiivne verifitseerimine ehk tagasivaateline verifitseerimine viiakse ldbi pikema perioodi valtel
saadud kontrollmaterjalide ja/vdi patsiendiproovide modtmistulemuste alusel. See on pdhjendatud selliste
labori meetodite korral, mida iseloomustab pikk katseandmete kogumise periood. Viiakse ldbi igapdevase
t00 kdigus ja saadud patsienditulemused kuuluvad viljastamisele.

Referentsmaterjal (RM) on kindlaksméadratud kontsentratsiooniga ning sertifikaadiga varustatud
materjal. Referentsmaterjal on seotud kindla jilgitavuse ahelaga, mille igal etapil on olemas nduded
laiendmddtemiiramatuse osas. Uldjuhul kasutatakse referentsmaterjale sisestandardite vi sisekontrollide
tootmisel ja meetodi valideerimiseks.

Kontrollmaterjal (edaspidi: KM) on materjal, mis sisaldab iihte v3&i mitut analiiti, millele
kontrollmaterjali tootja vd&i viline kontrollikeskus on avaldanud analiiiitide sihtvaértuse ja
kontrollvahemiku. Kontrollmaterjali v3ib valmistada ise, lisades proovimaterjalile vajaliku analiiiiti voi
analiilite.

Kontrolltiivi (edaspidi: KT) biokeemiliste, nukleiinhappelise jarjestusega voi muul viisil iseloomustatud
mikroorganismi (viirus, seen, bakter) tiivi.

Patsiendimaterjal (edaspidi: PM) on labori uuringuteks patsiendilt voetud proovimaterjal.

CE tihis on vastavusmargis. Tootele voi selle pakendile lisatav visuaalne kinnitus, et vastavushindamine
Euroopa Liidus kehtivatele digusaktidele on tehtud ja toode vastab nduetele. Ei ole kvaliteedi ega
péiritoluméirle.

IVD tihis on vastavusmairgis. Tootele voi selle pakendile lisatav visuaalne kinnitus, et
vastavushindamine on tehtud ja toode vastab direktiivile The In vitro Diagnostics Directive. IVD-
mérgistus nditab, et tootja on meetodi valideerinud. Uut IVD-meetodit kasutusele vdttes ja tootjajuhendit
jargides tuleb laboris see meetod verifitseerida.

3. TEGEVUSKIRJELDUS

Meditsiinilabor ~ koostab  ldhtudes uuringutulemuste  kavatsetud kasutamisviisist — asjakohase
verifitseerimisplaani ja kehtestab verifitseerimise eesmirgid.

Verifitseerimisel tuleb teostada kordustépsuse ja tdesuse protseduurid7’15. Kordustipsus peab olema
tehtud voimalusel kahel analiitidi sisaldusel (madal ja korge voi negatiivne ja positiivne), monel analitidil
aga kolmel analiitidi sisaldusel (nt otsustuspiiri 1dhedal olev tase). Kui tdesust hinnatakse kahe meetodite
vordluste ldbiviimisel ning uue meetodiga tehakse duplikaate, siis on andmed uue meetodi kordustidpsuse
hindamiseks olemas. Kordusmddtmiste ning hindamispievade arv verifitseerimisel méiratakse ELMU
tooriihma kvaliteediméératlustest (minimaalne, soovituslik, optimaalne) ldhtudes. Kui see on voimalik ja
otstarbekas, tuleb hierarhias optimaalset ja soovituslikku taset eelistada minimaalsele tasemele.
Minimaalse tase kasutamine tuleb pohjendada. Kui mone analiiiidi puhul ei ole vdimalik kasutada
ELMU to6riihma kvaliteedimédratlusi koostab labor verifitseerimise plaani, pdhjendades korduste ja
vordluseks vajalike proovimaterjalide arvu vihendamist.

Mitmeparameetriliste uuringute puhul (NAT, allergia, autoimmuniteet jne) peaks verifitseerimine
hdlmama kliiniliselt olulisi ja/vdi populatsioonis enam levinuid parameetreid.
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Analiiiitide verifitseerimiseks kasutatakse tldjuhul patsientidelt saadud proovimaterjale (PM) ja/voi
kommertspéritolu kontrollmaterjale (KM). Vajadusel voib meetodi (nt NAT) verifitseerimiseks kasutada
ka referentsmaterjale (RM) ja kontrolltiive (KT).

Verifitseerimiseks kasutatakse ainult kvaliteetseid (ei kasutata hemoliiitilisi, lipeemilisi, ikteerilisi
proove) ja nduetekohaselt séilitatud (aeg, temp) proovimaterjale.

Kéesolevas juhendis kisitletakse kvantitatiivsete ja kvalitatiivsete analiiiitide verifitseerimist eraldi.
Verifitseerimise plaani kordustipsuse ja tdesuse kvaliteedi médratluste tabelid on toodud eraldi
dokumendis ,,Lisa 1.

Ulemise verifitseerimise piiri ja statistiliste erandite arvutamise tabelid on toodud dokumendis ,,Lisa 2,
Statistilise tulemuse hinnanguks on soovitav kvantitatiivsete meetodite puhul kasutada A.Kallneri Excel-i
pOhist tabelarvutustarkvara (Www.ach.org.uk)

3.1. KLIINILINE KEEMIA JA HEMATOLOOGIA

Kvantitatiivsed uuringud

Kordustipsus
Optimaalse méératluse jargi teostatakse 5 kordusmodtmist 5 péeva jooksul kahel erineval tasemel ehk

iihtekokku 50 tulemust.® Soovitusliku midratluse jérgi teostatakse 3 kordusmddtmist 5 péeva jooksul
kahel tasemel, kokku 30 tulemust. Minimaalse méératluse jérgi teostatakse kordusmdotmised 3 péeva
jooksul kahel tasemel, kokku 6+6=12 tulemust. (Lisa 1, tabel 1).

Tulemuste esitamise viis

Statistiliste ebatdpsuste vahendamiseks verifitseerimisel on soovitus kasutada ithe komakoha vorra
tdpsemat tulemust kui patsienditulemuste vilj astamisel.>

Tulemusi vorreldakse tootjajunendi andmetega. Oleks soovitatav hinnata enne variatsioonikordaja
arvutamist kordustulemuste hajuvust, et elimineerida arvutusest statistilised erandid (arvutused on toodud
lisas 2).

Optimaalse eesmargi puhul on lubatud vilja arvata 2 tulemust. Soovitusliku eesmérgi puhul on lubatud
vélja arvata 1 tulemus. Minimaalse médratluse puhul ei ole lubatud vélja arvata iihtegi tulemust. Piiridest
vélja ldinud tulemuste puhul tuleb lisada korduste seeria.

Vajaduse korral tuleb teostada tiiendavad arvutused — nt iilemise verifitseerimispiiri (UVP) arvutamine
voi tulemuste statistiliste erandite hindamine. UVP (iilemise verifitseerimispiiri) arvutamine pdhineb
tootja avaldatud ja kasutaja laboris saadud andmetel ning UVP viirtus vdib olla kuni 30% kdrgem kui
tootja juhendis esitatud CV%. UVP arvutused on toodud Lisas 2.

Kui laboris saadud kordustipsuse tulemused iiletavad UVP, tuleb kasutada sihtmirke, mis pdhinevad
bioloogilisel varieeruvusel (www.westgard.com) ja ravijuhistel voi on erialasiseselt kokku lepitud.

Eesmirkvairtused ldhtudes bioloogilisest variatsioonist

Labori Bioloogiline Soovituslik Optimaalne Minimaalne

andmed varieeruvus

CV1iw Cv, 0,5CV, 0,25 CV, 0,75 CV,

CV2u Cv, 0,5Cv, 0,25 CV, 0,75 CV,
CV,.individuaalne bioloogiline varieeruvus (within-subject biological variation)
CVw.-laborisisene varieeruvus (within-laboratory voi total precision)
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Toesus
Tdesuse vOi meetodite erinevuse hindamisel vOib kasutada kontrollmaterjale ja/vdi patsiendi
proovimaterjale. Kvaliteedi maératlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Toesuse hinnang kontrollmaterjalidega

Kui kordustdpsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks
olemas. Labori keskvédrtuse ja kontrollmaterjali sihtvddrtuse vaheline erinevus ei tohiks {iletada 2
standardhilvet (<2SD).

Todesuse hinnang patsiendi materjalidega

Uue meetodi toesust hinnatakse vorreldes modtetulemusi varem kasutatud laborimeetodiga.

Vordluses kasutatud analiitidi modtetulemused peavad olema madramispiirkonna sees ning korraparaselt
hajutatud.

Kui esineb statistiline erinevus, tuleb hinnata, kas see on Kliiniliselt oluline.

Erinevuse tulemuste hindamisel vdib kasutada sihtmérke, mis pohinevad bioloogilisel varieeruvusel ja
ravijuhistel voi on erialasiseselt kokku lepitud.

Eesmarkvadrtused lahtudes bioloogilisest variatsioonist

Labori | Bioloogiline Soovituslik Optimaalne Minimaalne
andmed | varieeruvus
Bias, % CVs Ba <0,250 (CV,*+CVs")"? | Ba<0,125 (CV/*+CVs")¥ | Ba<0,375 (CV/*+CVs")™

CVe. grupisisene bioloogiline varieeruvus (within-group biological variation)
CV,.individuaalne bioloogiline varieeruvus (within-subject biological variation)
Bias, % - meetodite keskmine erinevus, %.

Erialasisene kokkulepe erinevuse hindamisel

Kvaliteedi tase Bias
Optimaalne <10%
Soovituslik >10 <30%
Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest

Kvalitatiivsed uuringud

Kordustipsus
Kordustépsuse hinnang tuleb teha kahel (voimaluse korral kolmel) tasemel ehk negatiivse ja positiivsega

materjaliga (voimaluse korral otsustuspiiri cut-off 1ahedal).

Optimaalse maératluse jargi teostatakse 3 kordusmodtmist 5 pédeva jooksul kahel (kolmel) erineval
tasemel ehk tihtekokku 30 (45) tulemust. Soovitusliku médratluse jargi teostatakse 2 kordusmodtmist 3
paeva jooksul kahel (kolmel) tasemel, kokku 12 (18) tulemust. Minimaalse méératluse jérgi teostatakse
kordusmddtmised 2 péeva jooksul kahel tasemel, kokku 12 tulemust. Materjali piiratud sdilivuse puhul
voib teha kordusmootmist tihel paeval, kokku 6 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Saadud andmete pdhjal arvutatakse tulemuste kokkulangevus.
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Optimaalsel maééaratluse puhul on lubatud vélja arvata 2 tulemust, soovitusliku eesmérgi puhul on
lubatud vélja arvata 1 tulemus. Minimaalse méératluse puhul ei ole lubatud vélja arvata {ihtegi tulemust.
Piiridest vilja ldinud tulemuste puhul tuleb lisada korduste seeria.

Toesus

Toesuse hinnang kontrollmaterjalidega
Kui kordustidpsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks

olemas. Laboris saadud tulemusi vorreldakse kontrollmaterjali tootja infomaterjali andmetega. Hinnang
dokumenteeritakse.

Todesuse hinnang patsiendi proovimaterjalidega
Soovitatav on vorrelda kaht meetodit patsientide proovimaterjalidega. Analiiiiside véartused peavad
olema korrapéraselt hajutatud (negatiivsed, piiripealsed ja positiivsed).

Kvaliteedi méératlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Vordluste tulemused

Meetod Y (uus)
Positiivsed Negatiivsed Kokku Kokkulangevus, %
Positiivsed a b a+b 100 x a/ (a +c)
Meetod X Negatiivsed c d c+d 100 x d/ (b +d)
(eelmine) Kokku a+c b+d N 100 x (a +d) /N

Tuleb hinnata saadud kokkulangevus.

Erialasisene kokkulepe kokkulangevuse hinnangul

Kvaliteedi tase Kokkulangevus
Optimaalne 90-100%
Soovituslik 67-90%
Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest

3.2 IMMUUNOHEMATOLOOGIA

Immunohematoloogia valdkonnas verifitseeritakse olemasolevaid (laboris kasutusel olevaid) manuaalseid
ja automatiseeritud analiilise toOprotsessis ldbiviidud muudatuste jargselt eesmirgiga tdendada, et
uuringuprotsess on jatkuvalt kontrolli all. Verifitseerimine viiakse ldbi vdhemalt kolmel jarjestikusel
pdeval. Verifitseerimiseks tuleb kasutada patsientide proovimaterjali vastavalt laboris uuritavate
patsientide profiilile - nditeks vastsiindinud, geriaatrilised patsiendid, hematoloogilised, luudi tiivirakkude
ja organtransplantatsiooni patsiendid, rasedad ning madédratletud antigeense ja antikehade
konfiguratsiooniga kontrollmaterjali. Uuringumaterjalid valitakse soovituslikult lahknevate voi
kiméérsete tulemustega, ndrkade antigeenide/veregrupi alagruppide, norkade ja komplekssete
antikehadega ning negatiivsete antikehade soeltesti ja kindlaksméédratud veregruppide jargi
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Kordustéipsus
Kordustdpsuse hinnang tuleb teha kahel tasemel (positiilvne materjal ja negatiivne materjal) 3 pdeva

jooksul (Lisa 1, tabel 1). Optimaalse maératluse jargi teostatakse 3 kordusmdotmist 3 paeva jooksul kahel
erineval tasemel ehk iihtekokku 18 tulemust. Soovitusliku maératluse jargi teostatakse 2 kordusmootmist
3 pdeva jooksul kolmel tasemel, kokku 18 tulemust. Minimaalse méaédratluse jargi teostatakse mdotmised 3
pdeva jooksul kahel tasemel, kokku 6 tulemust. Materjali piiratud sdilivuse puhul voib teha
kordusmodtmist tihel pieval, kokku 6 tulemust.

Toesus
ABO-veregrupi verifitseerimiseks tuleb valida vereproove igast veregrupist O ja A, B vdoi AB. RhD

kuuluvuse verifitseerimiseks on vaja RhD positiivset ja RhD negatiivset ning ndrga D ehk kinnitatud
weak D variandiga uuringumaterjali. Teiste veregruppide antigeenide voi fenotiitipide madaramisel tuleb
valida uuritava antigeeni suhtes heterosiigootselt positiivset ja  negatiivset uuringumaterjali.
Alloantikehade méadramise verifitseerimiseks tuleb kasutada kontrollmaterjale, mis sisaldavad anti-D,
anti-C, anti-c, anti-E, anti-e, anti-K, anti-Fya, anti-Fyb, anti-Jka, anti-Jkb, anti-S v&i anti-s. Voimalusel
tuleb valida kontrollmaterjal nii, et verifitseerimisel oleks kaetud iga eelpool toodud kliiniliselt oluliseks
loetava antikehaga uuringumaterjal, kuid mitte vihem kui 8 erineva antikehaga kontrollmaterjali. DATI
verifitseerimiseks on vaja kinnitatud DAT positiivset ja DAT negatiivset vereproovi. Kui labor kasutab
monospetsiifilist anti-1gG, siis peab DAT positiivne kontrollmaterjal olema kinnitatud IgG positiivne.
Sobivusproovide verifitseerimiseks tuleb uurida teoreetiliselt ABO mittesobiva kombinatsiooniga
vereproovi ja sobivusproovi, kus ABO-mittesobivana sobitatakse norga ABO alagrupiga mittesobivat
doonoriverd. Negatiivse sobivusproovi kontrollina kasutatakse teoreetiliselt sobivat doonoriverd.
Verifitseerimiseks sobivat kontrollmaterjali vdib hankida immunohematoloogia referentlaborist.

Kvaliteedi méératlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Tuleb hinnata saadud kokkulangevust. Kokkulangevus peab olema 100%. Lubatud erinevus on
tapsustunud tulemus.

3.3 ANTIGEENI JA ANTIKEHA UURINGUD

Kvantitatiivhe meetod
Kordustipsus

Optimaalse méadratluse jérgi teostatakse 5 kordusmootmist 5 pédeva jooksul kahel erineval tasemel ehk
iihtekokku 50 tulemust®. Soovitusliku méiratluse jérgi teostatakse 3 kordusmddtmist 5 pdeva jooksul
kahel tasemel, kokku 30 tulemust. Minimaalse méératluse jéargi teostatakse kordusmodtmised 2 péeva
jooksul kahel tasemel, kokku 6+6=12 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Retrospektiivne verifitseerimine teostada optimaalsel tasemel (hinnang antakse 50-md&otetulemuse alusel).

Toesus
Toesuse hindamiseks kasutatakse patsiendi ja/voi kontrollmaterjali. Kui kordustdpsust on hinnatud
kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks olemas.
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Labori keskvaartuse ja kontrollmaterjali sihtvaartuse vaheline erinevus ei tohiks iiletada 2 standardhélvet
(<2SD).

Kvaliteedi maératlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Erandjuhtudel, kui ei ole vdimalik saada piisaval arvul vordusproovimaterjali, siis otsustab
proovimaterjalide arvu erialaspetsialist.

Retrospektiivsel verifitseerimisel voib toesuse hindamiseks kasutada vilise kontrolli andmeid.

Erialasisene kokkulepe kokkulangevuse hindamisel

Kvaliteedi tase Kokkulangevus
Optimaalne 90-100%
Soovituslik 67-90%
Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest

Kvalitatiivhe meetod

Kordustipsus
Kordustidpsuse hinnang tuleb teha kahel (voimaluse korral kolmel) tasemel ehk negatiivse ja positiivsega

materjaliga (voimaluse korral otsustuspiiri cut-off 1ahedal).

Optimaalse maédratluse jargi teostatakse 3 kordusmddtmist 5 paeva jooksul kahel (kolmel) erineval
tasemel ehk iihtekokku 30 (45) tulemust. Soovitusliku méaratluse jérgi teostatakse 2 kordusmootmist 3
paeva jooksul kahel (kolmel) tasemel, kokku 12 (18) tulemust. Minimaalse méératluse jérgi teostatakse
kordusmodtmised 2 pdeva jooksul kahel tasemel, kokku 12 tulemust. Materjali piiratud sdilivuse puhul
vOib teha kordusmdotmist tihel pdeval, kokku 6 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Saadud andmete pdhjal arvutatakse tulemuste kokkulangevus.

Optimaalsel maératluse puhul on lubatud vilja arvata 2 tulemust, soovitusliku eesmérgi puhul on
lubatud vélja arvata 1 tulemus. Minimaalse médratluse puhul ei ole lubatud vélja arvata tihtegi tulemust.
Piiridest vilja ldinud tulemuste puhul tuleb lisada korduste seeria.

Retrospektiivne verifitseerimine teostada optimaalsel tasemel (hinnang antakse 30 (45)-modtetulemuse
alusel).

Toesus

Toesuse hindamiseks kasutatakse nii patsiendi- kui ka kontrollmaterjali. Kui kordustépsust on hinnatud
kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed toesuse hindamiseks olemas.

Kvaliteedi maératlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Retrospektiivsel verifitseerimisel voib toesuse hindamiseks kasutada vilise kontrolli andmeid.

Erialasisene kokkulepe kokkulangevuse hindamisel

Kvaliteedi tase Kokkulangevus
Optimaalne 90-100%
Soovituslik 67-90%
Minimaalne ldhtudes varasema/uue meetodi omadustest
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3.4  NAKKUSTEKITAJATE UURINGUD NUKLEIINHAPETE AMPLIFITSEERIMISE
TEHNIKAGA (NAT)

Kordustédpsust ja tdesust voib hinnata kasutades referentsmaterjale, kontrolltiive, kontrollmaterjale (véline
kvaliteedikontroll) ja/voi patsiendi proovimaterjale. Laboris kasutatavad erinevat tiilipi proovimaterjalid

on kaasatud koiki uuringu etappe (alates algmaterjalist) hdlmavasse verifitseerimisse’.

Kvantitatiivsed uuringud

Kordustéipsus
Kordustdpsuse hinnang tuleb teha kahel (voimalusel kolmel) tasemel (kdrge kontsentratsiooniga

posititvne materjal, ldvivaédrtust pisut liletava kontsentratsiooniga ja/vdi madala kontsentratsiooniga
allpool lavivddrtust materjal ja negatiivne materjal) 3 pdeva jooksul. Optimaalse maédratluse jargi
teostatakse 3 kordusmodtmist 3 pdeva jooksul kahel (kolmel) erineval tasemel ehk iihtekokku 18 (27)
tulemust. Soovitusliku méératluse jérgi teostatakse 2 kordusmootmist 3 péaeva jooksul kahel (kolmel)
tasemel, kokku 12 (18) tulemust. Minimaalse méaaratluse jargi teostatakse modtmised 3 pédeva jooksul
kahel (kolmel) tasemel, kokku 6 (9) tulemust. Materjali piiratud sdilivuse puhul vdib teha kordusmodtmist
tihel péeval, kokku 6 (9) tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Retrospektiivne verifitseerimine teostada optimaalsel tasemel (hinnang antakse 18 (27)-modtetulemuse
alusel).

Toesus

Toesuse hindamiseks kasutatakse nii patsiendi- kui ka kontrollmaterjali. Kui kordustépsust on hinnatud
kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks olemas. Soovitatav on 3 tasemel
kontrollmaterjalid: kdrge kontsentratsiooniga positiivne materjal, ldvivddrtust pisut iletava
kontsentratsiooniga ja/vdi madala kontsentratsiooniga allpool ldvivaartust materjal ja negatiivne materjal.
Kui kordustipsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks
olemas. Optimaalne médratlus on 20 proovimaterjali, soovituslik médratlus on 10 proovimaterjali ja
minimaalne on 6 materjali (nendest vihemalt 3 positiivset) (Lisa 1, tabel 2).

NAT puhul vorreldakse omavahel logaritmilisi tulemusi ja tulemuste tdlgendamisi.

Erialasisene kokkulepe kokkulangevuse hindamisel

Kvaliteedi tase Kokkulangevus
Optimaalne K&ik tulemuste tdlgendused on kokku langevad
Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest

Kvalitatiivsed uuringud

Kordustipsus
Kordustdpsuse hinnang tuleb teha kahel tasemel (positiivne materjal ja negatiivne materjal) 3 pdeva

jooksul. Optimaalse méaratluse jargi teostatakse 3 kordusmodtmist 3 paeva jooksul kahel erineval tasemel
ehk tihtekokku 18 tulemust. Soovitusliku méératluse jargi teostatakse 2 kordusmootmist 3 paeva jooksul
kolmel tasemel, kokku 12 tulemust. Minimaalse médératluse jérgi teostatakse mootmised 3 pieva jooksul
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kahel tasemel, kokku 6 tulemust. Materjali piiratud séilivuse puhul voib teha kordusmddtmist iihel paeval,
kokku 6 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Toesus

Soovitatav on 3 tasemel kontrollmaterjalid (tugevalt positiivne materjal, positiivne materjal alumise
médramispiiri 1dhedal ja negatiivne materjal). Kui kordustépsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis
on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks olemas. Optimaalne miadratlus on 20 proovimaterjali (10
positiivset ja 10 negatiivset), soovituslik méaaratlus on 6 proovimaterjali (3 positiivset ja 3 negatiivset) ja
minimaalne on 3 proovimaterjali (nendest vihemalt 1 positiivne) (Lisa 1, tabel 2).

Erialasisene kokkulepe kokkulangevuse hindamisel

Kvaliteedi tase Kokkulangevus
Optimaalne 100%
Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest

3.5 VOOLUTSUTOMEETRIA UURINGUD

Kvantitatiivsed uuringud

Kordustipsus
Optimaalse maéératluse jargi teostatakse 3 kordusmdotmist 3 pdeva jooksul kahel tasemel, kokku 18

tulemust. Soovitusliku méaratluse jargi teostatakse 3 kordusmodotmist 2 pdeva jooksul kahel tasemel,
kokku 12 tulemust. Minimaalse méadratluse jargi teostatakse kordusmootmised 1 pdeva jooksul kolmel
tasemel, kokku 9 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Kordustdpsust on voimalik hinnata retrospektiivselt igapdevase sisemise kvaliteedikontrolli andmete
pdhjal.

Toesus

Tdesuse hindamiseks kasutatakse nii patsiendi- kui ka kontrollmaterjali. Kui kordustépsust on hinnatud
kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks olemas.

Kvaliteedi maaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Erialasisene kokkulepe kokkulangevuse hindamisel

Kvaliteedi méaratlus Kokkulangevus
Optimaalne 90-100%
Soovituslik 67-90%
Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest

3.6 MIKROBIOLOOGILISED UURINGUD

Mikrobioloogia valdkonnas verifitseeritakse automatiseeritud analiilise. Manuaalsed meetodid, millele on
rakendatud sisemine ja véline kvaliteedi kontroll ja antibakteriaalse tundlikkuse osas EUCASTi kokkulepped, ei
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vaja tdiendavat verifitseerimist. Kui laboris ei ole manuaalsetel meetoditel neid noudeid tdidetud, siis tuleb ka need
meetodid kohapeal verifitseerida.

3.6.1 Antibakteriaalse tundlikkuse méiiramine analiisaatoriga

Mikroobitiived on soovitatav valida nii, et nad esindaksid antud laboris sagedamini esinevaid liike ja
antibakteriaalse resistentsuse fenotiilipe. Kasutada v3ib isolaate patsiendi materjalist (PM), kontrolltiived ja vélise
kvaliteedi kontrolli siisteemi kaudu omandatud tiived (KT).

Kordustipsus
Kordustipsuse jaoks kasutatakse 5 isolaati, millest vdhemalt kaks on resistentsed.

Optimaalse maératluse jargi teostatakse 3 kordusmodtmist 3 pdeva jooksul 5 isolaadiga, kokku 45
tulemust.** Soovitusliku magratluse jirgi teostatakse 3 kordusmddtmist 2 pieva jooksul 2 isolaadiga,
kokku 12 tulemust. Minimaalse médratluse jargi teostatakse kordusmodtmised 1 pédeva jooksul kolme
isolaadiga, kokku 9 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Hindamise kriteerium: aktsepteeritav tulemus kordustipsusel >95%.

Modtmise tidpsuse (kordustdpsuse) arvutamine antibiootikumi minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIK)
madramisel:

Katsete arv, milles MIK vaartus +1 lahjendus, vorreldes referents MIK

-- x 100
Katsete koguarv

Tulemust voib viéljendada kdikide antibiootikumide ja mikroobiliikide kohta koos voi eraldi

Mootmise tipsuse (kordustipsuse) arvutamine antibiootikumi tundlikkuse méadramise interpreteeritava tulemuse
(tundlik, m&odukalt tundlik, resistentne) korral:

Katsete arv, milles AB tundlikkuse interpretatsioon vastas referentsinterpretatsioonile
-- e --- x 100
Katsete koguarv

Tulemust voib viljendada kdikide antibiootikumide ja mikroobiliikide kohta koos voi eraldi.

Toesus

Kvaliteedi madratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud tabelis (Lisa 1, tabel 2).
Antibiootikumtundlikkuse EUCAST metoodika ja hindamiskriteeriumite sisseviimisel ldhtuda vastavast
dokumendist (http://www.eucast.org)

Erialasisene kokkulepe kokkulangevuse hindamisel

Kvaliteedi tase Kokkulangevus
Optimaalne >90%"
Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest
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3.6.2 Mikroobide identifitseerimine analiisaatoriga

Kordustipsus
Kordustédpsuse jaoks kasutada isolaate (patsiendi materjalist isolaadid ja/voi kontrollmaterjalide isolaadid).

Optimaalse maératluse jargi teostatakse 3 kordusmodtmist 3 pdeva jooksul 5 isolaadiga, kokku 45
tulemust.** Soovitusliku méiratluse jargi teostatakse 3 kordusmdotmist 2 pédeva jooksul 2 isolaadiga,
kokku 12 tulemust. Minimaalse méadratluse jargi teostatakse kordusmdotmised 1 pédeva jooksul kolme
isolaadiga, kokku 9 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Hindamise kriteerium: aktsepteeritav tulemus kordustépsusel >95%.

Toesus

Tdesust hinnatakse varem kasutatud laborimeetodi vastu, mis on laboris regulaarselt kontrollitud ja
millega labor osales vilises kvaliteedikontrollis.

Positiivseid ja negatiivseid proovimaterjale méaratakse paralleelselt uue ja vana meetodiga.

Kvaliteedi méératlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).
Hindamiskriteeriumid on kirjeldatud p.3.6.1.

Mikroobidetiivede automaatne identifitseerimine.

Meetodite verifitseerimiseks soovitatakse kasutada kliiniliselt olulist isolaate, lisaks tiitiptiived ja vilise kvaliteedi
kontrolli siisteemi kaudu omandatud tiived.

Kvaliteedi méératlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).
Hindamiskriteeriumid on kirjeldatud p.3.6.1.

3.6.3 Verekiilvi siisteemid

Verifitseerimine on vajalik juhtudel, kui uuel siisteemil on erinevat tiilipi verekiilvi pudelid. Stisteemi riist- ja
tarkvara muutuste korral piisab siisteemi to6tamise tehnilisest toestusest.

Valitakse veres sagedamini esinevad mikroobi vastavalt konkreetsele laborile. Verekiilvipudelisse siistitakse tootja
poolt minimaalselt ndutud kogus antibiootikumivaba steriilset inimese verd ja mikroobisuspensiooni 0,1 PMU/ml
vere kohta (umbkaudne mikroobikontsentratsioon sepsise korral).

Kvaliteedi méaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Meetod on verifitseeritud, kui siisteemi tuvastab kdik organismid tootja poolt médratud aja jooksul.

3.7 GENEETILISED UURINGUD
3.7.1 Molekulaargeneetika

Molekulaargeneetiliste analiiiside puhul arvestatakse, et siin on tegemist nii kvalitatiivsete,
kvantitatiivsete kui ka poolkvantitatiivsete analiilisidega. Samuti arvestatakse sellega, et kvalitatiivsete
analliiside puhul ei ole mitte ainult positiivne, negatiivne analiilisitulemus vaid ka heterosiigoot,
homosiigoot voi wild type (WT). Kui verifitseerimise kdigus on analiiiisitulemused kas ,,invalid* markega
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vOl el anna iheselt moistetavat tulemust, siis on lubatud tulemust kas mitte arvesse votta voil
interpreteerida spetsialisti poolt algandmete pdhjal *'.

Kordustipsus
Voimalusel votta kordustdpsuse maéadramiseks heterosiigoot, homosiigoot ja WT. Kui tootjapoolne

kvaliteedikontroll on {iks eelnevalt nimetatutest, siis voib kasutada ka seda kordustédpsuse médramiseks.
Juhul kui populatsioonis on vastava geeni mutatsioonide sagedus viike, siis vOib verifitseerimiseks
kasutada ka ainult WT uuritavaid proove.

Geneetiliste uuringute puhul viiakse kordusmodtmised voimalusel 1dbi kolmel pieval, olenevalt analiiiisi
teostamise sagedusest. Pdevade sisemine kordusmodtmine ei anna geneetiliste uuringute puhul
lisavéartust. Kvantitatiivsete ja poolkvantitatiivsete uuringute puhul tuleb ldhtuda verifitseerimisplaani
koostamisel sellest, kas meetod on eeclnevalt verifitseeritud voi millised on tootjapoolsed
verifitseerimissoovitused ning piirid.

Sekveneerimisanaliiliside puhul viiakse kordustdpsus ldbi bioinformaatilise analiiiisi ja sekveneerimise
toorandmete faili abil. Bioinformaatiline analiiis vdi sekveneerimisfailide jérjestuse analiiiis teostatakse
kahe tootaja voi erinevatel pdevadel sama tdotaja poolt ning tulemuse osas peab saama sama arvu
referentsjdrjestusest erinevaid muutusi voi sama genotiiiibi.

Toesus

Juhul kui analiilisi teostamiseks on lubatud erinevad proovimaterjalid, siis peab teostama tdesuse
erinevate materjalidega (v.a. juhul kui analiilis on lubatud teostada nii proovimaterjalist kui ka sama kitiga
eraldatud DNAst). Kui tegemist on kitiga, mis médrab samaaegselt mitut mutatsiooni (N: EGFR 59
mutatsiooni), siis kontrollida ainult Eestis enim levinud mutatsioonid/poliimorfisme. T&esuse
kontrollimiseks voib kasutada nii kliinilise diagnoosiga patsiendi proove, teise meetodiga kinnitatud
analliisitulemusega proovimaterjale, konsensustulemusega vilise kontrolli proovimaterjale voi
kontrollmaterjale.

3.7.2 Tsiitogeneetilised uuringud
Geneetiliste analiiliside puhul arvestatakse sellega, et mutatsioonide/poliimorfismide esinemissagedus
vOib populatsioonis olla madal.

3.7.2.1 Submikroskoopilised analiiiisid
Kordustipsus
Submikroskoobiline analiiiisi katsele jargneb katsetulemuse bioinformaatiline analiiiis, mille abil
formuleerub analiilisi tulemus. Arvutatakse pdevade vaheline kordustdpsus algmaterjalist alates koos
bioinformaatilise analiilisiga. Juhul kui muudetakse ainult bioinformaatilise analiiiisi labiviimise
programmi, siis viiakse kordustdpsus 1dbi ainult bioinformaatilisele analiiiisile, korrates seda erinevate
tootajate poolt 1 tsiitokiibi (12 proovimaterjali) analiiiis.
Toesus
Tdesuse méadramiseks kasutatakse voimalusel kontrollmaterjali voi siis patsiendi materjale. Kui tegemist
on meetodi uuendamisega, siis vorreldakse omavahel vana meetod vs uuendatud meetod. Kui tegemist on
uue meetodiga, siis toesuse hindamiseks kasutatakse kas kliiniliselt tdestatud juhtu voi alternatiivset
meetodit, millega saab leidu kinnitada.
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Minimaalselt teostatakse 5 vordlust kas algmaterjalist voi kui algmaterjali ei ole piisavalt, siis punktist,
kus materjali saab jagada kaheks.

3.7.2.2 FISH meetodil analiiiisid
Kordustipsus
FISH meetodi puhul méératakse kordustiapsus 5 preparaadi analiiiisimisel 2 erineva teostaja vahel.
Toesus
Kui tegemist on meetodi uuendamisega, siis vorreldakse omavahel vana meetod vs uuendatud meetod.
Kui tegemist on uue meetodiga, siis tdesuse hindamiseks kasutatakse kas kliiniliselt tdestatud juhtu voi
alternatiivset meetodit, millega saab leidu kinnitada. Minimaalselt teostatakse 5 vordlust kas
algmaterjalist voi kui algmaterjali ei ole piisavalt, siis punktist, kus materjali saab jagada kaheks.
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Lisal. KVALITEEDI MAARATLUSED VERIFITSEERIMISE PLAANI KOOSTAMISEL.

Tabel 1. Kordustépsuse plaan

Proovimaterjalide tasemed-ridade arv; korduste arv paevas- n;
paevade arv- K: ny+ n+....4+ny.

Optimaalne Soovituslik Minimaalne
Kliiniline keemia, Ag-Ak 5+5+5+5+5 3+3+3+3+3 3+3
(kvantitatiivne) 5+5+5+5+5 3+3+3+3+3 3+3
Kliiniline keemia, Ag-Ak 3+3+3+3+3 2+2+2 3+3
(kvalitatiivne) 3+3+3+3+3 2+2+2 3+3
(3+3+3+3+3, cut-off) (2+2+2, cut-off)

NAT (kvantitatiivne) 3+3+3 2+2 1+1+1

3+3+3 2+2 1+1+1

(3+3+3, cut-off) (2+2, cut-off) (1+1+1, cut-off)

NAT (kvalitatiivne), 3+3+3 2+2 1+1+1
immuunohematoloogia 3+3+3 2+2 1+1+1
Voolutsiitomeetria 3+3+3 3+3 3

3+3+3 3+3 3

3

Mikrobioloogia 3+3+3 3+3 3

3+3+3 3+3 3

3+3+3 3

3+3+3

3+3+3
Tabel 2. Toesuse plaan (eelmisega meetodiga vordlus)

Optimaalne Soovituslik Minimaalne

Kliiniline keemia, Ag-Ak 40 20 6
(kvantitatiivne)
Kliiniline keemia, Ag-Ak 20 10 6
(kvalitatiivne)
NAT (kvantitatiivne) 20 10 6
NAT (kvalitatiivne) 20 6 3
Voolutsiitomeetria, 10 6 3
immuunohematoloogia
Mikrobioloogia 20 10 6
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LiIsA 2. I"JLEI\/IISE VERIFITSEERIMISE PIIRI JA STATISTILISTE ERANDITE ARVUTAMINE
1.Ulemise verifitseerimispiiri (UVP) arvutamine

UVP arvutus pdhineb”:
1. erinevate kordustidpsuse kategooriate nii korduvuse (repeatability) kui laborisisese (within
laboratory imprecision) kordustipsuse vabadusastme (degree of freedom, df) hindamisel
2. UVP faktori F leidmisel
3. UVP arvutamisel leitud UVP faktori F ja tootja avaldatud andmete alusel.

Korduvuse vabadusastme (dfg ) ja F leidmine
Korduvuse puhul vabadusastme (dfgy hinnang baseerub laboris kasutusel oleval eksperimendi pShimdttel

ehk seeriate ja korduste arvu = N-k, kus N on tulemuste koguarv ja k seeriate arv. Tabelis 1 on toodud dfg
ja F vastavalt valitud mééaratlusele.

Tabel 1. Korduvuse F erinevate méaratluste puhul.

Maératlus Tasemed N, tulemuste arv k, seeriate arv dfs F (korduvuse)
optimaalne PM1 v61 KM1 25 5 20 1,31
PM2 voi KM2 25 5 20 1,31
soovituslik PM1 v61 KM1 15 5 10 1,43
PM2 voi KM2 15 5 10 1,43
minimaalne PM1 voi KM1 6 3 3 Ei ole avaldatud
PM2 voi KM2 6 3 3 Ei ole avaldatud

Kordustipsuse vabadusastme (dfy, ) ja F leidmine

Kordustédpsuse (within-laboratory imprecision) hindamine pohineb tootja avaldatud andmeid.
Tuleb arvutada tooja andmete puhul suhe (p) jargmise valemi jargi:

p= SDWL/ SDg vO0i CVWL/ CVR,
SDw. ja CVwL on tootja valideerimise protokolli kordustdpsuse (within-laboratory, intermediate
imprecision) standardhilve ja variatsiooni kordaja
SDr ja CVgon tootja valideerimise protokolli korduvuse (repeatability) standardhédlve ja variatsiooni
kordaja.

Tabel 2. p suhte hindamine ldhtudes tootja avaldatud andmetest

Tootjaandmed | Repeatability Within-laboratory imprecision p-suhe
PM1 vo6i KM1 SDlR vOi CVIR SDlWL vO1 CVIWL SD].WL/ SDlR vO1 CVIWL/ CVlR
PM2 voi KM2 SDZR vOIi CV2R SDZWL vOi CV2W|_ SD2W|_/ SDZR vOi CV2WL/ CVZR

Pérast suhte p arvutamist tuleb leida tabelist 3 vastav vabaduse aste (dfy.) ja kordaja F.
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Tabel 3. Kordustipsuse vabaduse aste dfy, ja kordaja F ldhtudes tootja p= SDw./ SDr arvust ning

optimaalse eesmérgi sihtmérgi puhul (5 pdeva ja 5 kordust iga pédev), kui on kasutatud vdhemalt 2
tasemel materjale (PM1/KM1 ja PM2/KM2).

p 2,74 | 206 1,78 | 162 | 151 | 1,41 |137 (132|128 124|121 119 116|114 112|110

dfw. | 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

F 160 | 155|151 {148 145|143 141|139 138 137|135 134|133 132|131 131

Ulemise verifitseerimispiiri (UVP) arvutamine

UVP tuleb arvutada valemi SD x F vdi CV x F jirgi korduvuse ja kordustipsuse kohta eraldi.

Tabel 4 . Ulemine verifitseerimispiir

PM1 voi KM1 PM2 vo6i KM2
Tootja andmed SD1g voi CVlgr SD2g v0i CV2g
Leitud F (korduvus) Tabel 1 Tabel 1
UVPxg (korduvuse) SD1gr X F vdi CVIgRx F SD2r X F vdi CV2r x F
Leitud F (kordustdpsus) Tabel 3 Tabel 3
UVPWL (kOI’dLlStépSLlS) SD1w X FVoiCV1w X F SD2w x F voi CV2yw X F

2.Statistiliste erandite hindamine optimaalse mééiratluse puhul

Tabel 5. Statistiliste erandite hindamine optimaalse méératluse puhul

Keskmine vadértus | Standard hdlve | Grubbsi Grubbsi piirid Statistilised erindid
faktor
PM1 voi| 25 tulemuste | 25 tulemuste | 3,135 G1,-X1-3,135xSD Gl,< X1;...X15> G1;
KM1 keskmine, X1 SD G1;-X1+3,135xSD
PM2 vdi | 25 tulemuste | 25 tulemuste | 3,135 G2,-X2-3,135xSD G2,< X2;....X255> G2;
KM2 keskmine, X2 SD G2;-X2+3,135xSD
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